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研究成果の概要（和文）：本研究を通じて、免疫ガイダンス分子群が細胞外トラップ形成に様々な影響を与える
ことを見い出し、好中球・好酸球が関連する疾患への寄与を見いだした。インテグリン分子を介した接着が血管
炎における細胞外トラップ形成（Immunohorizons 2022）に寄与すること、ミトコンドリアDNAがベーチェット病
における好中球の活性化に寄与すること（EMBO J 2023）を報告した。 また、血管炎患者の末梢血単核球をシン
グルセル解析に与する事で、免疫学的プロファイルに基づいた予後予測を筆頭著者として提案した（Nat Commun
 2023）。

研究成果の概要（英文）：A group of immune guidance molecules have distinct effects on extracellular 
trap formation and contribute to neutrophil- and eosinophil-associated diseases. We reported that 
integrin-mediated adhesion contributes to extracellular trap formation in vasculitis (Immunohorizons
 2022) and that mitochondrial DNA contributes to neutrophil activation in Behcet's disease (EMBO J 
2023). We also proposed a prognostic prediction based on immunological profiles of peripheral blood 
mononuclear cells from patients with vasculitis by subjecting them to single-cell analysis (Nat 
Commun 2023).

研究分野：リウマチ・膠原病内科学

キーワード： 好中球　好酸球　細胞外トラップ　シングルセル解析

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本邦において厚生労働省指定難病に該当する顕微鏡的多発血管炎やベーチェット病について好中球活性化のメカ
ニズムの一端を明らかにし、新たな治療戦略につながることが期待される。また、シングルセル解析を介して、
好中球のみならず単球の遺伝子発現プロファイルに基づいた層別化に成功し、疾患予後予測へつながる成果を見
いだした。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
申請者が所属するグループはこれまで、神経の成長の方向を決めるガイダンス分子である「セ

マフォリン」に関連するタンパク質が、免疫機能の活性化や制御にも必須の役割を果たす「免疫

ガイダンス分子群」の概念を明らかにしてきた（Nature 2002, 2007, 2010, 2012, Nat Immunol. 

2008, 2010, 2018）。しかし、その多くはリンパ球が主役の獲得免疫に関する報告であり、自然

免疫における機能はほとんど不明

である（右図）。 

血管炎のような免疫難病や、一部

のアレルギー疾患の病態では、顆粒

球が細胞外に自らの核 DNA を放出

する細胞外トラップを伴う細胞死

を過剰に引き起こし、病態の中心的

存在となる。しかし、顆粒球の過剰

な細胞死が免疫疾患の成り立ちの

過程でどのように誘導され、病態を

引き起こすのかは、十分に理解され

ていない。申請者は、これまで詳細

な病態が解明されていない免疫、アレルギー疾患における顆粒球の異常な活性化に免疫ガイダ

ンス分子群が重要な役割を果たしており、それを制御することが免疫難病の治療に繋がるので

はないか？という「問い」を持って、本研究を立案した。 

 
２．研究の目的 
 
本研究の目的を、顆粒球の過剰な活性化と細胞死に至るメカニズムを免疫ガイダンス因子群の

観点から明らかにし、免疫難病の治療に繋げることと定めた。免疫細胞の活性化にブレーキをか

けるタンパク質は「免疫チェックポイント分子」と呼ばれるが（例：Tリンパ球における PD-1 分

子）、申請者は以前の研究で、ガイダンス分子の代表格であるセマフォリンが好中球の不適切な

活性化を阻止する「免疫チェックポイント分子」として振る舞い、免疫難病の血管炎の発病に関

与していることを見出した。すなわち、これまで短命かつ大雑把な機能しか持ち合わせていない

と考えられていた顆粒球の活性化が、実はガイダンス分子によって精密に制御されているとい

う独自の着眼点である。この成果を発展させ、顆粒球活性化の「ブレーキ」と「アクセル」のバ

ランスが、生体内で免疫ガイダンス分子によって絶妙のバランスで制御されているという発想

に至った。これを明らかにすることで、本研究は顆粒球の過剰な活性化を制御するという新しい

切り口で免疫難病の病態理解、治療の基盤を築くという学術的な創造性を持つ。 

 
３．研究の方法 
 

(1) 免疫ガイダンス分子群が顆粒球の細胞死を誘導するシグナルメカニズムの解明 

大阪大学研究倫理委員会で承認された研究計画に基づき、健常人ボランティアより磁気ビー

ズを用いた細胞分離法で好中球、好酸球を単離し、以下の実験を行う。単離した好中球、好酸球

をそれぞれ刺激（好中球に対しては患者検体やミエロペルオキシダーゼ（MPO）免疫マウスより



調製した抗好中球抗体（ANCA）、好酸球に対しては IL-3.5 および Platelet Activating Factor

（PAF））し、適切な時間培養した後に、生細胞に非透過性の色素である SYTOX® GREEN（Thermo 

Fisher Scientific, Inc., USA）を用いて核酸染色を行い、蛍光顕微鏡で観察、陽性細胞を細胞

外トラップ形成死細胞としてカウントする。上述の計測方法を確立した後、免疫ガイダンス分子

を用いた実験に移る。セマフォリン分子、インテグリン分子を通常のマルチウェルプレートまた

は非接着性ハイドロゲルプレートのいずれかに加え、4℃ overnight でコーティングする。そこ

に好中球、好酸球を加え上述の刺激を与えることで、細胞外トラップ形成の割合変化、すなわち、

ガイダンス分子群が細胞外トラップ形成の割合に影響を与えるかどうか（促進、抑制にかかわら

ず）を数値化し検討する。 

細胞外トラップ形成に差がみられた分子について、その受容体（例えば SEMA3A であれば

PlexinA1/A4/Nrp-1、SEMA7A であれば Integrin β1/Plexin-C1 など、受容体のプロファイルは

既知である）に対する阻害薬を用いて、細胞外トラップ形成の阻害実験を行う。これにより、顆

粒球の細胞死に影響を与えるガイダンス分子とその受容体を同定し、その下流シグナルの解析

に移る。細胞外トラップ形成に必要とされる ERK、p38MAPK 経路、およびフォーカルアドヒージ

ョンキナーゼ（FAK）経路を中心に、細胞内の各分子のリン酸化の状態をフローサイトメトリー

またはウェスタンブロット法で解析する。また、これらの Pathway の阻害剤を用いて同様の解析

を行うことで、シグナルメカニズムの全容を解明する。 

 

(2) 新規の血管炎モデルマウスの樹立と、ガイダンス因子を標的とした抗体治療 

好中球性炎症モデルについては、新規のモデルマウスを立ち上げる予定である。手法としては、

リコンビナント MPO タンパクをアジュバントと混合・乳化し、MPO 欠損マウスに投与する。Day45

に安楽死、採血、脾臓採材を行う。採取した脾臓から B細胞を単離し、IgG 分画を精製する。こ

の ANCA-IgG を野生型マウスに移入することにより、糸球体腎炎を含む ANCA 関連血管炎を発症

させる。モデルマウスおよび病態評価基準を樹立後、計画①で得られた結果をもとに、各種ガイ

ダンス分子の中和抗体や、接着因子の阻害剤を候補としてマウスを用いた前臨床試験（抗体投与

実験）を行う。 

 

(3) 患者検体におけるガイダンス分子群の発現と臨床マーカーとの相関解析 

当研究室では大阪大学研究倫理委員会で承認された研究計画に基づき、実臨床における自己

免疫疾患の患者検体を継続的に蓄積している。取得された患者血清中のセマフォリン濃度を

ELISA 法で測定し、各検体に紐づいた臨床データとの相関について多変量解析で検討する。計画

①②で選定した免疫ガイダンス因子が顆粒球の細胞死に与える影響が、実際の患者検体でどの

ような発現プロファイルとなっているかを解析することで、治療標的としての信頼性を確固た

るものにする狙いがある。 

 
４．研究成果 
 

(1) 免疫ガイダンス分子群が顆粒球の細胞死を誘導するシグナルメカニズムの解明 

健常人ボランティアより磁気ビーズを用いた細胞分離法で好中球、好酸球を単離し、抗 MPO 抗

体（MPO-ANCA）、好酸球に対しては IL-3.5 および Platelet Activating Factor（PAF）の刺激を

加え、生細胞に非透過性の色素を用いて細胞外トラップ形成死細胞を検出した。種々のセマフォ

リン分子、インテグリン分子の存在下で細胞外トラップ形成の割合変化を算出することで特定

の分子群が細胞外トラップ形成の割合に影響を与えることを見い出した。セマフォリン分子と



細胞外トラップ形成の関連については論文作成中である。インテグリン分子を介した接着によ

り MPO-ANCA による細胞外トラップ形成に寄与することについては共同筆頭著者として論文報告

を 行った（Immunohorizons 2022）。ミトコンドリア DNA、ガレクチン 10 といったファクターが

細胞外トラップ形成に寄与することについては共著者として論文報告を行った（J Allergy Clin 

Immunol 2024）（EMBO J 2023）。また、ラマン顕微鏡を用いた細胞外トラップの可視化について、

共著者として論文報告を行った （Sci Rep 2023 ）。 

  

(2) 新規の血管炎モデルマウスの樹立と、ガイダンス因子を標的とした抗体治療 

MPO に対するモノクローナル抗体を用いた MPO-ANCA 関連血管炎モデルマウスの作 成に再現

性をもって成功した。現在論文作成中である。 

 

(3) 患者検体におけるガイダンス分子群の発現と臨床マーカーとの相関解析 

血管炎患者の末梢血単核球をシングルセル解析に与する事で、免疫学的プロファイルに基づ

いた ANCA 関連血管炎の新たな疾患概念と個々の患者さんの予後予測を提案した（Nat Commun 

2023）。 
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